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ABSTRACT 

During fermentation, yeast cells are often exposed to ethanol. Although the 

toxicity of ethanol to budding yeast S. cerevisiae has widely been studied, the ethanol stress 

signaling is still unknown. The growth of the mutants lacking genes involved in the mitogen-

activated protein kinase (MAPK) pathway was examined under ethanol stress condition. Our 

results revealed that BCK1, MPK1, SWI4, and SWI6 involved in the cell wall integrity 

pathway, and STE3 and AKR1 involved in the pheromone signaling pathway, were required 

for tolerance to ethanol. In addition to the mutants of the cell wall integrity pathway, the ∆ste3 

and ∆akr1 mutants were sensitive to a cell wall-perturbing agent, Calcoflour white, suggesting 

the role of these signaling molecules in maintaining the cell wall during ethanol stress. To 

investigate whether cell wall remodeling occurs in response to ethanol stress, Zymolyase 

sensitivity test was used to monitor the cell wall alterations. We found that ethanol induced 

cell wall remodeling in dose- and time-dependent manner. Furthermore, we also found that not 

only genes involved in cell wall integrity, but AKR1 is also important for cell wall remodeling 

during ethanol stress. Interestingly, the pretreatment of the ∆bck1 and ∆mpk1 mutants lacking 

signaling proteins of the cell wall integrity pathway with ethanol or Calcoflour white resulted 

in increased tolerance to Zymolyase, suggesting the importance of additional pathways in 

signaling cell wall stresses caused by ethanol and Calcoflour white. Our results of the gene 

expression revealed that the expression levels of FKS2, CHS3, and CRH1 were rapidly 

increased after the exposure to ethanol for 30 minutes. However, in the presence of Calcofluor 

white, the expression levels of these genes were induced after prolonged incubation for 4 

hours. We further investigated the expression of the cell wall-related genes in the ∆bck1, 

∆mpk1, ∆swi4, ∆swi6, Δste3, and Δakr1 mutants, and found that, in the ∆bck1 and ∆mpk1 

mutants, the expression levels of cell wall-related genes, i.e. FKS2 and CRH1, were slightly 

increased after exposure to ethanol. These results suggested the role of alternative signaling 

pathways in response to ethanol when the cell wall integrity pathway is inactivated. 
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บทคดัยอ่ 

แมว้า่ที�ผา่นมาจะมีการศึกษาความเป็นพิษของเอทานอลที�มีต่อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae อยา่ง

กวา้งขวาง แต่ยงัไม่เป็นที�ทราบแน่ชดัวา่มีกระบวนการสื�อสารภายในเซลลอ์ยา่งไรเพื�อตอบสนองต่อความเครียดที�เกิด

จากเอทานอล ดงันั�นในการศึกษานี� จึงใชส้ายพนัธ์ุกลายของยีสต ์ S. cerevisiae ที�ขาดยีนที�เกี�ยวขอ้งกบัวิถี mitogen-

activated protein kinase (MAPK) ในการศึกษาการตอบสนองต่อความเครียดที�เกิดจากเอทานอล จากผลการทดลอง

พบวา่ยีน BCK1 MPK1 SWI4 และ SWI6 จากวิถีการสื�อสารเพื�อรักษาผนงัเซลล ์(cell wall integrity pathway) และยีน 

STE3 และ AKR1 จากวิถีการสื�อสารเพื�อตอบสนองต่อฟีโรโมน (pheromone signaling pathway) มีความจาํเป็นในการ

ทนทานต่อเอทานอล นอกจากนั�นยงัพบวา่ยีน STE3 และ AKR1 มีส่วนเกี�ยวขอ้งในกระบวนการสร้างผนงัเซลลด์ว้ย 

จากการศึกษาการเปลี�ยนแปลงผนงัเซลล์ที�เกิดขึ�นระหวา่งการตอบสนองต่อเอทานอลโดยใชก้ารทดสอบดว้ย Zymolyase 

พบวา่ระดบัการเปลี�ยนแปลงของผนงัเซลล์โดยเอทานอลจะขึ�นอยูก่บัความเขม้ขน้ของเอทานอลและระยะเวลาที�ยีสต์ได้

สัมผสักบัเอทานอล นอกจากนั�นยงัพบอีกวา่นอกจากยีนที�เกี�ยวขอ้งกบัวิถีการสื�อสารเพื�อรักษาผนงัเซลลแ์ลว้ AKR1 ยงัมี

ความสําคญัต่อการเหนี�ยวนาํใหเ้กิดการเปลี�ยนแปลงของผนงัเซลลอี์กดว้ย อยา่งไรกต็ามแมว้า่จะขาดยีน BCK1 หรือ 

MPK1 ที�จาํเป็นในการสื�อสารเพื�อรักษาผนงัเซลล ์ เซลลก์ย็งัสามารถเหนี�ยวนาํใหเ้กิดการเปลี�ยนแปลงของผนงัเซลลไ์ด้

ซึ� งอาจเป็นไปไดว้า่อาจมีวิถีสื�อสารอื�นที�เกี�ยวขอ้งกบัการรักษาผนงัเซลลที์�เสียหายจากเอทานอล และจากการศึกษาการ

เปลี�ยนแปลงการแสดงออกของยีนที�เกี�ยวขอ้งกบัการรักษาผนงัเซลล์ พบวา่เอทานอลเหนี�ยวนาํให้การแสดงออกของยีน 

FKS2 CHS3 และ CRH1 เพิ�มมากขึ�นอยา่งรวดเร็วภายใน 30 นาทีเพื�อเสริมสร้างความแขง็แรงใหก้บัผนงัเซลลที์�ไดร้ับความ

เสียหายจากเอทานอล อยา่งไรก็ตามการเปลี�ยนแปลงการแสดงออกของยีนเหล่านี� เกิดขึ�นหลงัจากสัมผสักบั Calcofluor 

white เป็นเวลานานถึง 4 ชั�วโมง นอกจากนั�นยงัพบวา่แมว้า่จะขาดยีน BCK1 หรือ MPK1 กต็าม เอทานอลยงัคงสามารถ

เหนี�ยวนําให้การแสดงออกของยีน FKS2 และ CRH1 เพิ�มมากขึ�นซึ� งผลการทดลองนี� ช่วยสนบัสนุนแนวความคิดวา่อาจมีวิถี

สื�อสารอื�นที�เกี�ยวขอ้งกบัการรักษาผนงัเซลลที์�เสียหายจากเอทานอล 
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